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論文内容要旨
匿研究目的調
 本研究においては,遺伝子導入により直接細胞内蛋白を増幅したヒトCuZu-SOD遺伝子
 (SOD-1)のトランスジェニックマウス(Tgマウス)を用い神経外傷に対する細胞内SODの保
 護効果について検討した。すなわち,急性期の細胞興奮の指標として。-fosmRNAの誘導につ
 いて,細胞傷害の指標としては70kDa-heatshockprotein(hsp70)mRNAの誘導について検
 討し,コントロールマウス(nTgマウス)と比較した。さらに脳浮腫については血液脳関門
 (BBB)の透過性と皮質水分含有量および受傷半球拡大率を比較検討するとともに運動機能につ
 いても評価した。また,慢性期組織傷害の指標としてnecroticcavi七yvolumelこついても比較
 した。
 ζ研究方法翌
 SODTgマウスとしては,CuZn-SOD活性がnTgマウスに比較してL5,3.1,5.0倍に増加し
 た3種類(L5×Tgマウス,3.1×Tgマウス,5.0×Tgマウス)を使用した。頭部外傷には,開
 頭した右運動皮質を直上にimpactorを設置し,15gの重りを10cmの高さからimpactorに自由
 落下させ,impac七〇rの先端のみが開頭部内に陥入し大脳皮質を打撲する脳挫傷モデルを用いた。
 c-fosmRNA,hsp70mRNAの発現については外傷後1,4,24,48時間の時点でinsitu
 hybridization法により検討した。また,BBB透過性の亢進は外傷後4時間のEvansblue漏出
 の定量により,脳浮腫は外傷後6時間の受傷皮質の水分含有量測定と受傷後1,4,24,48時間の
 受傷半球の拡大率により評価した。運動機能および摂食障害は,外傷翌日より15日後までの
 beambalanceテスト,beamwalkテスト,体重の変動によって評価した。さらに,脳挫傷部に
 形成されるnecroticcavityvolumeを外傷後15日目に計測,比較した。
匿研究結果塑
 。-fosmRNAは両側大脳皮質,線条体,扁桃核,海馬そして脳室壁に誘導された。両側大脳
 皮質における誘導はnTgマウスでは両側ほぼ同程度に誘導されたのに対し,Tgマウスでは対側
 に比較し受傷側で増強していた。nTgマウスにおける受傷側大脳皮質での。-fosmRNAの誘導
 は,受傷後1時間で認められ受傷後4時間で減衰した後,受傷後24時間より再び増強し2相性
 にピークが認められた。これに対しTgマウスでは,誘導は受傷後早期にのみピークを有してい
 た。hsp70mRNAは,両マウスで受傷部位に限局して受傷後4時間,24時間に誘導され,発現
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 範囲はTgマウスで縮小傾向にあった。EvansBlueの漏出はnTgマウスに比較して3.1×Tgマ
 ウス(p<0.05)と5.0×Tgマウス(p<0,01)で有意に抑制された。外傷後6時間の受傷皮質の
 水分含有量は,nTgマウスでの水分含有量の増加に対し3.1×Tgマウス(p<0.05)と5・0×Tg
 マウス(p<0.01)ではSOD依存性に増加が抑制された。受傷半球の拡大率は(各n=4),受傷
 後i時間(p<0.05),4時間(p<0.01),24時間(p<0.01),そして48時間(p<0.01)の
 いずれの時点でもnTgマウスに比較してTgマウスにおいて有意に抑制されていた。beam
 balanceスコア,beamwaikスコア及び体重は外傷翌日に最も低下した後,徐々に回復した。
 beambalanceスコアの回復,体重減少からの回復はTgマウスで有意に良好であった(p<0,05)。
 necroticcavityvolumeもnTgマウスに対しTgマウスで有意に縮小していた(p<0、01)。
置結論麹
 1本研究において初めて報告したマウス脳挫傷モデルの実験結果はいずれも再現性が高く,マ
 ウスを用いた神経外傷の研究に有用であった。
 2細胞興奮は受傷側大脳皮質以外の遠隔部にも誘導され,受傷側皮質の誘導は受傷後2相性に
 生じることが明らかとなった。また,神経外傷後の細胞興奮へのoxidativestressの関与が示
 唆された。
 外傷周辺部位における神経傷害にスーパーオキサイドが関与することが示唆された。
 神経外傷後の脳浮腫は,経時的に,細胞内CuZn-SOD活性依存性に抑制された。
 SOD活性の上昇は,運動機能障害,平衡機能障害,摂食障害からの回復を促進した。
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 審査結果の要旨
 神経外傷の治療成績向上には,受傷部への直達損傷により惹起される脳浮腫を始めとする二次
 損傷の軽減をはかる事が重要である。この脳浮腫の発生には活性酸素の関与が知られており,そ
 のため活性酸素消去酵素のsuperoxidedismu七ase(SOD)の外来性投与による脳浮腫抑制の試
 みがなされている。しかし,外来性投与によるSODは血液脳関門の透過性が低く,また作用点
 が細胞内か外か不明であるなどの大きな問題点を有している。本研究は細胞内SODの増加によ
 る頭部外傷に対する保護効果の検討と,その機構解明を目的として為されている。
 ヒトCuZn-SOD遺伝子を導入したトランスジェニックマウスを用い細胞内SOD活性のみを増
 殖することに成功し,さらに3種類のSOD活性を有するマウスを用いSOD活性依存性につい
 ての検討も行っており,これまでの問題点を解決している。さらに,初めてマウスに対する神経
 外傷の実験系の確立を行っている。
 その結果,1)神経外傷後の血液脳関門透過性亢進と脳浮腫の発生がSOD活性依存性に抑制
 された,2)運動機能,摂食障害,慢性期組織障害の改善がSOD活性の上昇により得られた,
 さらに3)Immedia七eearlygeneおよびストレス蛋白の誘導がSOD活性の上昇により修飾さ
 れた,などの新しい知見が得られた。
 これらの結果は,細胞内に作用点を有するSOD活性の上昇が神経外傷後の細胞保護に有用で
 あ・り,その作用にImmediateearlygeneやストレス蛋白の関与を示唆した初めての研究であり,
 頭部外傷の病因解明とSODの臨床応用も含めた頭部外傷の治療の発達に大きく寄与するものと
 考える。
 以上より,本論文は医学博士論文に値する。
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